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RESUMEN. 
Perez PJL, Diaz AE, Perez GR, Adams GL, Suarez GF. Tee. Peeu. Mh. 1999;37(2)1-9. E1 objetivo de 
este trabajo Cue evaluar la respuesta inducida por la vaeuna rfbK de Brucella abortus eepa rugosa 
mutante por transposicion, en un bato con brueelosis. La vaeuna se aplieo por via subeutanea y a la 
dosis de 1 x 109 unidades fonnadoras de eolonias por ml, a 16 beeernts negativas a brueelosis. Se 
tomaron muestnts pant amHisis serologicos basta los 10 meses posvaeunacion y despues de dos aDos, para 
las ptuebas con antigenos lisos, pruebas de ELISA y aglutinacion lenta en tubo con antigeno rugoso. La 
inmunidad eelular se detennino a los 12 meses posvaeunacion con un extracto proteico de Brucella. En 
las pruebas con antigeno rugoso se observo que el mayor titulo de antieuerpos se presento a los 30 dias 
posvaeunacion, manteniendose basta 90 dias posvaeunacion, y fue decreciendo basta los 10 meses. EI 
100% del grupo vaeunado no presento reaecion a las pruebas serologicas con antigeno liso. El total de 
los animales vaeunados reaeciono al brueelergenoj en el grupo control negativo no hubo reaccion de tipo 
eeluiar. 
PALABRAS CLAVE: Brueelosis, Bovinos, Vaeunas rugosas, tfbkK 
INTRODUCCION 
La brucelosis es una enfermedad que publica numericamente hablando, es la 
genera grandes perdidas y en la salud zoonosis mas importante del pais (1). 
Recibido el 12 de abriJ de 1999 y aceptado para Tradicionalmente la inmunizaci6n del 
su publicacion eI III de enero de 2000. ganado bovino en Mexico se ha realizado b 	 K~te trabaj 0 forma parte de la tesis de lic.~nciatura 
del primer alltor. con la cepa 19, sin embargo, actualmente 
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virulentas de B. abortus (3). Bajo 
condiciones de campo, Ja cepa 19 produce 
una protecci6n ocasionalmente superior aJ 
70% (2). 
La cepa 19 induce permanencia de 
aglutininas en suero y leche, y puede dar 
resultados falsos positivos, ya que los 
anti cuerpos son la base para las pruebas 
sero16gicas que comunmente se emplean 
en el diagnostico de la brucelosis, y por 
10 tanto, interfiere con el diagnostico de 
la entermedad. Los anticuerpos que se 
detectan para realizar el diagnostico son 
principalmente dirigidos contra la cadena 
0, la cual se encuentra en las brucelas 
lisas. Ademas de los problemas de 
diagnostico causados por la seroconversion 
de los ani males vacunados, la cepa 19 
presenta otras caracterfsticas indeseables, 
como su capacidad de infectar a los 
humanos y ocasionar una infeccion 
persistente en algunos de los animales 
vacunados (4,5). 
Hace anos, se inicio la evaluacion de varias 
mutantes derivadas de B. abortus; un 
criterio de seleccion fue encontrar una 
mutante carente de la cadena 0, que debfa 
sobrevivir dentro del animal por unas pocas 
semanas posinoculaci6n, y que la falta de 
sfntesis de cadena 0 por la mutante debia 
evitar la seroconversion. Una de estas cepas 
mutantes es la RB51, obtenida a partir de 
varios pases de la cepa virulenta 2308 de 
B. abortus, en medios de cultivo conteniendo 
antibioticos. La RB51 es altamente 
atenuada y estable in vivo; diversos pases 
hechos en ratones y rumiantes demostraron 
que no babia reversi6n bacia la mortologia 
lisa; este hecho fue comprobado en estudios 
in vitro (6). 
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A traves del metodo de mutagenesis por 
transposicion, se ha establecido un sistema 
para definir facto res de virulencia y para 
desarrollar cepas avirulentas de Brucella, 
al usar el transpos6n Tn5 y anticuerpos 
monoclonales anti-cadena ° se han 
producido una serie de mutantes de 
B. abortus a partir de la cepa 19 y cepa 
2308, las cuales se escogieron por ensayos 
de sobrevivencia en macrofagos in vitro 
(7). De estas cepas mutantes no lisas, 
algunas tienen la caracterfstica de presentar 
infecci6n residual en el bazo de ratones, 
10 cual es similar a la cepa 19, pero no 
producen reacci6n cruzada con los 
anticuerpos anti-cadena ° (7). 
Estudios en macr6fagos de bovinos, 
demostraron que estas dos cepas mutantes 
sobreviven intracelularmente de manera 
similar a la cepa 19,' y en estudios in 
vitro, no se encontro reversion a la 
virulencia 0 a la morfologia lisa; de forma 
similar en estudios realizados en animales 
de lab oratorio, no se ha revelado reversion 
a la virulencia (8). Una de estas cepas 
mutantes, es la rfbK, la cual fue 
desarrollada y evaluada en la Universidad 
de Texas A&M, donde fue inoculada en 
ganado vacuno bajo condiciones de 
lab oratorio, quedando demostrada su 
capacidad inmunogenica ante posteriores 
desafios, ademas de no presentar reaccion 
cruzada en las pruebas serol6gicas 
convencionales (8). 
Los transposones son elementos 
compuestos movibles, que contienen 
secuencias de insercion apareadas que 
colindan con otras regiones geneticas; las 
secuencias de inserci6n son segmentos 
cortos de DNA, de unos 1000 nucleotidos, 
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que se pueden integrar en sitios especfficos 
en el genoma. Las secuencias de insercion 
se encuentran tanto en el DNA del 
cromosoma como en el del pHismido, asf. 
como en ciertos bacteriofagos. Si el sitio 
de insercion para un elemento de 
transposicion esUi dentro de un gen 
bacteriano, la insercion del transposon dara 
por resultado la perdida de la continuidad 
lineal del gen, dando lugar a una mutacion; 
la seleccion de celulas resistentes a los 
antibioticos despues de la transposicion, 
se puede usar para el aislamiento de una 
amplia variedad de mutantes (9). 
El objetivo de este trabajo fue evaluar, en 
becerras Holstein de un hato con problemas 
de brucelosis, la protecci6n conferida por 
la vacunacion de B. abortus con la cepa 
rugosa rjbK. 
MATERIAL Y METODOS 
Animales. Se utilizaron 16 becerras de la 
raza Holstein con una edad entre cuatro y 
seis meses de edad, las cuales resultaron 
negativas a la prueba de tarjeta; dichos 
animales pertenecian a un establo 
localizado en el municipio de Cuautitlan 
Izcalli, Estado de Mexico. 
Este bato dedicado a la produccion de 
leche y sus derivados, contaba con 90 
bovinos, de los cuales 35 estaban en 
producci6n y el resto eran el reemplazo 
del hato en sus diferentes etapa.o;;. EI establo 
se encuentra localizado en una zona 
endemic a de brucelosis, y al iniciar el 
experimento existia una prevalencia del 
8%. Los bovinos vacunados convivieron 
constantemente con el resto del hato 
durante la realizacion del trabajo, y se 
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mantuvieron en las mismas condiciones 
de estabulaci6n como se tenian antes de la 
vacunacion. 
Muestreo. Las becerras fueron evaluadas 
mediante las pruebas serologicas de tarjeta 
y rivanol el dia 0, para comprobar que no 
pose ian anticuerpos contra la brucelosis y 
posteriormente fueron vacunadas. Se 
realizaron muestreos serologicos a los 15, 
30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 
Y 300 dias posvacunacion. Debido a que 
no podfan dejarse bovinos lecheros sin 
vacunar, el grupo control negativo const6 
de 10 bovinos machos productores de 
carne, negativos a brucelosis, que estaban 
en las mismas instalaciones. 
Dos anos despues de la vdcunaci6n se 
realizo otro muestreo serologico, y se 
determino la condicion reproductiva de las 
vacas, vacunadas como becerras. 
Preparacion de la vacuna. En medio de 
agar brucela (Bioxon), se sembro la cepa 
rfbK a partir de un cultivo madre, se 
incubo en condiciones de 5-10% de CO2 
por 48 horas a 37°C y se cosech6 con 
una solucion amortiguadora de fosfatos can 
un pH de 7.2. Posteriormente se realizo 
el recuento de germenes viables a traves 
del metodo de Miles y Misra (10); con 
este meta do y la medicion de la 
transmitancia de la suspension bacteriana, 
se realizaron los cambios necesarios para 
ajustarla a una concentracion de 1 x 109 
unidades formadoras de colonias (ufc) por 
m!. Obtenida la concentracion requerida, 
se efectuaron pruebas de inspeccion: tincion 
de las placas can cristal violeta, prueba 
de aglutinacion con acriflavina, adem as de 
la prueba de ausencia de germenes 
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contaminantes y el recuento de germenes 
viables (10). 
Vacunacion. EI in6culo fue elaborado el 
mismo dfa de la vacunaci6n, se mantuvo 
en refrigeraci6n durante el traslado y se apJic6 
a las becerras por via subcutanea, en la 
regi6n axilar, a dosis de 1 x 109 ufc/ml. 
Pruebas diagnosticas. Para la realizaci6n 
de las pruebas serodiagn6sticas para 
detectar anticuerpos contra brucelas lisas 
de tarjeta y rivanol, se emplearon los 
antfgenos comerciales elaborados por la 
Productora Nacional de Biol6gicos 
Veterinarios (10). Para la prueba de EUSA 
Indirecto, se utiliz6 un antigeno rugoso 
con celulas completas irradiadas. El 
paquete celular se obtuvo a partir de 
inoculaci6n de un cultivo madre de la 
cepa mutante rugosa de B. abortus, en 
botellas de Roux que se incubaron por 48 
h a 37°C. Las bacterias fueron cosechadas 
con soluci6n salina, y se realiz6 el ajuste 
al 4 % de concentraci6n celular, siendo 
irradiadas a una dosis de 1.0 megarads en 
el Instituto Nacional de Investigaciones 
Nucleares (11). La prueba de EUSA se 
realiz6 sobre microplacas de poliestireno 
de 96 pozos con fonda plano; tras una 
titulaci6n previa, se emple6 la diluci6n 
del antigeno de 1:64, en soluci6n 
amortiguadora de carbonatos (0.06 M, pH 
de 9.6). La adsorci6n del antfgeno se 
consigui6 incubandolos por 24 h a 37°C 
y posteriores lavados con soluci6n 
amortiguadora de fosfatos con Tween 20 
al O.OS%, se sellaton las placas y se 
guardaron a 4°C (12), como conjugado se 
utiliz6 proteina G con peroxidasa (Pierce, 
USA), la lectura se realiz6 a 40S nan6metros 
en un lector de ELISA (Sigma, USA). 
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Para obtener la diluci6n optima del 
antigeno rugosa para la prueba de EUSA, 
se realizaron varias diluciones hasta 
encontrar las que presentaron una 
diferencia de dos desviaciones estandar, 
entre sueros control positivos y sueros 
control negativos; utilizandose para la 
prueba de ELISA Indirecto, las siguientes 
diluciones: 1 :200 de los sueros, 1 :64 del 
antigeno y 1 :2000 del conjugado. Para la 
prueba en tubo, el antfgeno fue diluido 
1: 100. 
Para la aglutinaci6n lenta en tuho, se 
prepar6 el antfgeno de celulas completas a 
partir de un cultivo madre de la cepa 
mutante rugosa de B. abortus, a una 
concentraci6n de 4.S%, y a una diluci6n 
1: 100 en soluci6n salina renolada al O.S% 
que se refriger6 a 4°C por 72 horas para 
su "maduraci6n" (10). 
La prueba de intradermorreacci6n, se 
aplic6 a los 16 animales vacunados, a los 
10 animales no vacunados y como control 
positivo a tres bovinos positivos al 
aislamiento, a los 12 meses despues de 
ser aplicada la vacunaci6n. Se utiliz6 
brucellergeno OCB (Lote No. 26 NISI, 
RhOne Merieux, Lyon, Francia), preparado 
a partir de B. melitensis BliS. el producto 
contenia 2,000 unidades de proteina/ml y 
0.1 mg/ml de timerosal s6dico en O.IS M 
NaCl. Se rasur6 una area de 3 x 3 cm en 
el cuello del animal, se realiz6 una medici6n 
inielal del grosor de la piel, utilizando un 
calibrador vernier, se administr6 
intradermicamente O. 1 ml de antigeno, y 
se realizaron revisiones a las 24, 48 y 72 
h posinoculaci6n; la lectura definitiva se 
realiz6 a las 72 h. La prueba se consider6 
positiva cuando el grosor de la piel 
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aument6 por 10 menos 20% sobre el valor 
medido antes de la inoculaci6n (13). 
Se previ6 que en caso de encontrar 
positivos a serologfa para bruce las lisas, 
se les realizaria un estudio bacteriol6gico 
a partir de leche, exudado vaginal y 
abortos. Las muestras se sembraron en 
medio de Farrell y se identificaron 
utilizando las pruebas rutinarias (10). 
RESULTADOS 
Estudio bacteriol6gico. Se realiz6 en nueve 
vacas positivas a serologia en el muestreo 
inicial, previo a la vacunaci6n, 
consiguiendo aislar cepas de seis vacas, 
identificandose como cepa de campo de 
B. abortus biotipo 1. Teniendo como base 
los aislamientos, la prevalencia del hato 
fue de 8.33%. 
Debido a que durante todo el seguimiento, 
ningun animal del grupo experimental 
result6 positivo a las pruebas serol6gicas 
utilizadas para detectar a las brucelas lisas, 
no hubo necesidad de intentar el 
aislamiento bacteriol6gico. 
Estudio serologico. Las pruebas de 
brucelas lisas de tarjeta y rivanol, 
resultaron. negativas en los grupos vacunado 
y controL 
En la prueba de tubo, el grupo vacunado 
present6 un ascenso paulatino de los titulos, 
alcanzandose los titulos mas altos, entre 1: 100 
y 1:200, a los 30 dfas posvacunacion, 
manteniendose en esta forma hasta los 90 
dias;posteriormente, se inicia un descenso 
gradual de la curva, detectandose 
anticuerpos solo en la diluci6n 1 :25, a los 
9 meses posvacunaci6n (Figura 1). 
En la prueba de ELISA, se present6 una 
elevaci6n gradual de los valores de la 
densidad optica, obteniendose los mayores 
valores a los 30 dfas posvacunaci6n, 
manteniendose los valores en torma elevada 
hasta los 120 dfas, para posteriormente 
Figura 1.- Promedio de titulos en la prueba de aglutinacion en tubo con antigeno 
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presentar un decremento gradual de las 
lecturas, registrando a los nueve meses 
valores aun mayores que la lectura previa 
a la vacunaci6n (Figura 2). 
A los 12 meses posvacunaci6n, la prueba 
intradermica en los animales vacunados, 
present6 un 100% de positivos. Los tres 
bovinos con aislamiento de B. abortus 
dieron respuesta al alergeno y los animales 
negativos no presentaron reacci6n 
apreciable a la lectura. 
DISCUSION 
Una de las ventajas de las vacunas rugosas 
de B. abortus, es que puedan inducir una 
protecci6n adecuada al ganado vacuno 
contra la infecci6n, y que, ademas, los 
anticuerpos puedan ser diterenciados de la 
respuesta inducida por las cepas virulentas 
de campo de B. Abortus, en las pruebas 
sero16gicas normales usadas para el 
diagn6stico, para que no existan problemas 
en los diagn6sticos posvacunales (14). 
La corta sobrevivencia de esta cepa en los 
bovinos, puede exp licarse p orque el 
lipopolisacarido "S" (smooth 0 liso), 
presente en el genero Brucella, es un factor 
de sobrevivencia al proceso de fagocitosis; 
un estudio refiere una reducci6n de la 
virulencia en las cepas mutantes rugosas 
in vitro, evaluando las cepas B. abortus 
2308, mutante rugosa RB51, cepa 19 y 
dos mutantes por transposici6n derivadas 
de la cepa 19 (14). De esta torma, la 
vacuna rugosa es destruida poco tiempo 
Figura 2.- Valores promedio de densidad optica de las pruebas de ELISA indirecto 
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despues de su inoculacion, sin inducir 
anticuerpos que interfieran en las pruebas 
oficiales para el diagnostico de la 
brucelosis bovina y resultando menos 
virulenta. 
En la vdcunacion con la cepa mutante 
rugosa por transposicion, los anticuerpos 
especificos para las estructuras superticiales 
del microorganismo, como son el 
lipopolisacaddo y protefnas de membrana 
externa, pueden ser detectados a traves de 
pruebas como el ELISA Indirecto y la 
aglutinacion en tuba empleando, como 
antfgeno cultivos inactivados de la cepa 
vacunal (14,15). 
Con base en los resultados de este trabajo, 
se observo en ambas pruebas, que la cima 
de tltulos de anticuerpos se present6 a las 
cuatro semanas posvacunaci6n, decreciendo 
los tftulos hasta casi desaparecer a los 300 
dfas. Esto se asemeja a los resultados 
obtenidos al inocular 24 novillas de 10 
meses de edad con vadas cepas mutantes 
de B. abortus, donde al cuantificar los 
titulos de anticuerpos con la prueba de 
aglutinacion en tubo, se detect6 el mayor 
titulo a las cuatro semanas posvacunacion 
(14). 
En este trabajo la prueba de 
intradermorreacci6n obtuvo un 100% de 
positivos en el grupo vacunado, 10 que da 
indicios de una respuesta inmune celular 
que tiene un papel muy importante en la 
protecci6n. 
Los resultados de este trabajo son similares 
a los encontrados al vacunar a 24 novillas 
a los diez meses de edad, con las cepas de 
B. abortus 19, RB51 y dos mutantes por 
transposicion, donde aplicaron al ganado 
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la brucelinizacion, antes y despues de la 
vacunacion, obteniendo solo reactividad 
cutanea a la brucelina despues de la 
vacunacion, y siendo las novillas libres 
de evidencia serologica contra Brucella 
(13). As! mismo otros auto res al evaluar 
la prueba de intradermorreaccion en 
ganado vacuno positivo, negativo y 
sospechoso, junto con las pruebas de 
fijaci6n del complemento, aglutinaci6n en 
tuba y anillo en leche, la encuentran como 
una prueba con alta sensibilidad y 
especific idad (16). 
En los resultados de este trabajo, se 
observ6 un comportamiento en la prueba 
de aglutinaci6n lenta en tubo, parecido al 
producido por la vacunacion con cepa 19 
(14), teniendo en consideracion que en 
este trabajo se utiliz6 un antigeno rugosa; 
ademas se observa que el descenso de 
anticuerpos es similar con ambas vacunas. 
Los sueros de los animales vacunados con 
la vacuna ifbK no presentaron reaccion 
alguna en las pruebas rutin arias para el 
diagnostico de las bruce las lis as en el 
transcurso del estudio, por 10 que se deduce 
que la vacunaci6n con la cepa rugosa 
mutante no induce anticuerpos que 
interfieran en el diagnostico. El hecho de 
que no se presentaron animales positivos, 
tambien indica que esta vacuna indujo una 
respuesta inmune adecuada, confiriendo 
proteccion a los animales vacunados; cabe 
mencionar que dichos animales estuvieron 
en un desafio natural de la enfermedad, 
como se demuestra por el hecho de que se 
logro aislar el microorganismo a partir de 
muestras de leche de seis animales 
pertenecientes al hato, e identificarl0 como 
una cepa de campo, por 10 que el grupo 
vacunado estuvo ante un elevado riesgo de 
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infecci6n por el microorganismo. Ademas 
todos estos animales quedaron gestantes 
y parieron normalmente, sin ningUn caso 
de aborto. El que los animales sin 
vacunaci6n, no presentaran anticuerpos en 
la prueba para brucelas lisas, indica que 
no se infectaron, y esto puede ser debido 
a que por ser machos, presentan una 
susceptibilidad menor a la brucelosis que 
las hembras. 
Ademas, el grupo de animales no 
vacunados fue muy reducido, debido a que 
las caracteristicas de la explotaci6n, no 
permitieron tener mas animales sin vacunar, 
y esto reduce notable mente la oportunidad 
de que se infectaran. 
Estos resultados se asemejan a los 
encontrados, por Cheville et al.(14) quienes 
vacunaron ganado vacuno adulto con la 
cepa rugosa RB51 utilizando las VIas 
subcutanea y conjuntival y posteriormente 
desafiandolos con la cepa virulenta 2308, 
obteniendo que s610 dos de los 20 animales 
vacunados, abortaron despues del desaffo, 
con la diferencia de que el desaffo se dio 
en forma natural, ya que la entermedad 
era endemica en el hato al que pertenecfan 
los animales (17). 
En otro estudio, se vacunaron 24 ncwillas 
Polled Hereford de 10 meses de edad, 
utilizando las cepas de B. abortus, 19, 
RB51 y dos mutantes por transposici6n 
derivadas de la cepa 19, asi como seis 
animales control; posteriormente fueron 
desafiadas al quinto mes de gestaci6n con 
la cepa virulenta 2308 de B. abortus. Se 
observ6 que todas las novi11as fueron 
negativas despues de la vacunaci6n con 
las cepas rugosas ala serologia diagn6stica 
convencional. Para todas las cepas 
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utilizadas, se obtuvo la cima de titulos de 
anticuerpos a las cuatro semanas 
posvacunaci6n; todas las ncwillas vacunadas 
con RB51 fueron protegidas contra el aborto 
y parieron normalmente crfas sanas y no se 
ais16 la cepa de desafio; en el grupo control 
de todos los animales que abortaron (60%) 
se consiguieron aislamientos, y las novillas 
control que no abortaron, no tuvieron 
evidencia serologica ni cultivo de la cepa 
de desafio posterior al parto. De las 
vacas inoculadas con las dos mutantes 
por transposici6n de la cepa vacunal 19, 
lograron aislar microorganismos a partir 
de n6dulos linfaticos; a traves de la prueba 
de identificacion del DNA cromosomal 
descubrieron que se trataba de las cepas 
originales utilizadas en la vacunaci6n (14). 
La vacunaci6n del ganado vacuno 
utilizando cepas mutantes rugosas de B. 
abortus, reune caracteristicas valiosas para 
solventar el problema de diagn6stico 
presente por la vacuna actual; a pesar de 
que la mayoria de los estudios se refieren 
a la cepa rugosa RB51, la cepa rjbK 
mutante por transposici6n da resultados 
similares a la RB51 y presenta la 
caracteristica de tener una mutaci6n fija y 
conocida, por 10 que se debe considerar 
como otra opci6n a estudiar para encontrar 
la vacuna ideal. 
SEROLOGICAL EVALUATION IN A 
BOVINE HERD WITH BRUCELLOSIS, 
VACCINATED WITH rjbK BRUCELLA 
ABORTUS 
SUMMARY 
Perez PJL, Diaz AE, Perez GR, Adams GL, Suarez 
GF. The. Pecu. Mex. 1999;37(2)1-9. It was evaluated 
tbe immune response induced by tbe Brucella 
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abortus rfbK, transposon mutant strain, rough 
vaccine in a dairy herd with confirmed Brucella 
abortus infection and the presence of abortions. 
Sixteen serologically negative, Hoistein-Freisian 
calves, 4 to 6 months of age, were vaccina~d 
subcutaneously with 1 x 10' colony forming units. 
Blood samples were collected for monthly serology 
during 10 months and at 24 months after 
vaccination. For the detection of antibodies against 
smooth strain antigens, the card and rivanol tests 
were used. For detection of antibodies against rough 
str.lin antigens, an experimental ELISA and tube 
agglutination tests were developed using the rfbK 
rough vaccine strain as an antigen. Cell mediated 
immunity was evaluated 12 months after vaccination 
using a commercially available protein derivative 
from Brucella in an intradermal test. The highest 
antibody titers detected against rough antigens 
occurred from day 30 to day 90 after vaccination. 
All cattle remained serologically negative when 
smooth strain antigen was used. All animals in the 
vaccinated group had positive skin test reactions 
to the protein derivative of Brucella, while none of 
the nOG-vaccinated controls were positive. 
KEY WORDS: Brucellosis, Bovine, Rough vaccine, 
rfbK. 
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